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論文内容の要旨
一酸化窒素 (NO) は NO 合成酵素 (NOS) により L-アルギニンが酸化的に分解され
て生成するガス状のラジカル分子である。他のシグナル伝達分子と異なり非常に不安定
で、生体内では素早く硝酸や亜硝酸に変換される。細胞膜を透過し、例えば内皮細胞か
ら筋細胞へなど細胞間で拡散することも、この分子の特徴である。
一酸化窒素はまた多種類の細胞で産生される。近年の研究で心血管弛緩、血圧制御、
細菌感染に対する防御、神経系機能調節など生体内で実に多彩な役割を有することが分
かっている。
一酸化窒素がシグナル伝達分子として機能する過程では、セカンドメッセンジャーと
してグアノシン 3' ， 5'-環状ーリン酸 (cGMP) の役割が重要である。，cGMP は NO が可溶
性グアニル酸シクラーゼ (sGC) を活性化するとグアノシン三リン酸 (GTP) から速や
かに産生される。 cGMP は NO のシグナルを細胞内へ伝達する化合物であるが、ホスホ
ジエステラーゼ (PDE) は cGMP をグアノシン 5'-ーリン酸 (GMP) に分解することで、
そのシグナルを解除する。分解により生じた GMP は回収され、再び GTP に戻る経路や
グアノシンに分解される経路へと循環している。
筆者は上述の経路とは異なる新たな NO シグナルの伝達経路に着目して研究を行って
きた。 NO は活性酸素の一種であるスーパーオキシド( .02-) と生体内で反応することが
知られおり、ベルオキシナイトライト (ONOO-) を生成する。ペルオキシナイトライト
は生理的条件では半減期が短く、二酸化窒素(. N02) を経由し、硝酸イオンへと分解さ
れる。近年、 .N02 が核酸、タンパク質、脂質をニトロ化修飾し、そのニトロ化修飾物が
細胞内シグナル伝達に関与することが分かつてきた。
。， 筆者の所属研究室では熊本大学の赤池孝章教授らと共同で
02N-<:~竺­
ok与問吋
0-'0 OH 
cGMP の 8 位がニトロ化された 8・ニトログアノシン 3' ， 5'-環
状ーリン酸 (8・ニトロ・cGMP( 1)) を発見した。 8・ニトロ・cGMP
は内因性 cGMP 誘導体として初めて発見された分子である。
8-'::トロ-cGMP(1)
さらに、 8-ニトロ・cGMP はタンパク質性システインと置換反
応することが見出された。この反応はタンパク質の新規な翻訳後修飾と見なせることか
らタンパク質 S-グアニル化と名付けられた。 S-グアニル化を介する 8-ニトロ・cGMP の標
的タンパク質として、これまでに酸化還元センサータンパク質 Kelch- 1ike
ECH-associated protein 1 (Keapl)が同定されている。 Keap1 のシステインが 8・ニト
ロ・cGMP により S- グアニル化修飾を受けると、 Keap1 と複合体を形成している転写因子
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Nrf2 が核内へ移行し、抗酸化酵素へムオキシゲナーゼ 1 (HO・1)などの発現を誘導する。
このことは 8・ニトロ・cGMP が酸化ストレスに対する細胞保護効果を示すことを意味する。
8-ニトロ・cGMP は 8-ニトロ -GTP から生成すると提唱されているが、代謝されていく
過程は明らかになっていない。 8-ニトロ・cGMP シグナルの全体像を把握するためには、
シグナルが消去されるメカニズムを解明することが重要である。 8- ニトローcGMP シグナ
ルの解明は感染や炎症におけるグアニンヌクレオチドの代謝解明にも繋がることから非
常に興味が持たれている。
筆者は 8・ニトロ・cGMP の細胞内動態や代謝経路を解明するためには化学プロープの利
用が最良と考え、研究に着手した。
第一章では含ニトログアノシンに基づく化学プロープの開発と応用研究を行った。 8-
ニトログアノシンの 5'位水酸基をアジド基に置換した、 5'ーアジドー 5'-デオキシー8-ニトログ
アノシンを合成し、化合物の安定性(生理的条件における化合物の半減期)、および、生
物活性 (HO・ 1 誘導能)を測定したところ、 8-ニトログアノシンよりも生理的条件で安定、
かつ、 8-ニトロ・cGMP と同等の HO・ 1 誘導活性を有していることが判明した。続いて、
この活性を有するプロープを用いて s-グアニル化の標的タンパク質を探索した。プロー
プにはアジド基が導入されていることから、標的タンパク質との s-グアニル化によって
プロープと細胞抽出物中のタンパク質との聞に共有結合を形成したのち、水中有機反応
(Hüisgen 反応)を使って、プロープ部分に蛍光ラベル化を行った。電気泳動により分
析した結果、 Keapl 以外に標的タンパク質が複数存在することが示唆された。次に、 s­
グアニル化により蛍光強度が増強する蛍光プロープを開発し、これを培養細胞に投与し
て生細胞イメージング実験を行った。蛍光プロープはリソソームに局在することが判明
し、 s- グアニル化タンパク質がリソソームへ輸送されたのち、分解を受けることが示唆
された。
第二章では同位体ラベルした 8・ニトロ幽cGMP を用いて細胞内代謝を調べた。 8-ニトロ
・cGMP の細胞内消去プロセスとしてはこれまでに、タンパク質性システインとの s- グア
ニル化反応が知られているのみである。そこで同位体ラベルした 8・ニトロ・cGMP を細胞
へ投与したところ、 s- グアニル化反応とは異なる代謝反応としてニトロ基からアミノ基
への還元反応が明らかになった。この還元反応からは 8-アミノ・cGMP の細胞内存在が予
測されたため、特異的ポリクローナル抗体の作製を行った。リポポリサッカライド (LPS)
ーインターフエロン -y (IFN-y) によって RAW 264.7 細胞を刺激し、免疫細胞化学染色を
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試みたところ、 8-ニトロ・cGMP の生成に遅れて 8-アミノ・cGMP が生成することが確認で
きた。 8-アミノ・cGMP はこれまで合成誘導体としての報告はあるものの、内因性誘導体
としての報告は本研究が初めてとなる。過去の研究において 8-ニトロ・cGMP は細胞内生
成後、数時間後から急激に減少することが報告されているが、その理由は分かっていな
かった。本反応の解明により、 8-アミノ -cGMP への変換が原因の一つであることが示唆
された。さらに、この 8-アミノ・cGMP の細胞内生成と時間変化との関係を調べたところ、
8・ニトロ・cGMP と同様に生成後数時間で細胞内から消失して行くことが判明した。 8-ア
ミノ・cGMP は 8-ニトロ -cGMP のようにタンパク質性システインと反応する消去反応が
ないことから、それ以外の代謝によるものと考えられた。そこで、同位体標識した 8-ア
ミノ -cGMP を調製し、細胞に投与してその代謝物を追跡した。その結果、 8・ニトローcGMP
が生成する酸化ストレス条件で培養した細胞において 8-アミノ・cGMP が cGMP へ変換さ
れることが判明した。 8・アミノ・cGMP から cGMP への変換は NO合成酵素阻害剤により、
顕著に抑えられたことから細胞内 NO に依存した脱アミノ化反応と予想された。そこで
NO がさらに空気酸化されて生成し、培養細胞内にも豊富に存在する亜硝酸イオンと 8・
アミノ・cGMP とを試験管内で反応させたところ、ジアゾニウム中間体を経由し、 cGMP
に変換されることが判明した。亜硝酸イオンによるプリン環上の脱アミノ化反応は数例
の報告があるものの、いずれも有機溶媒中の反応であり、このような温和な条件で進行
するという報告はない。また、亜硝酸イオンが関与するヌクレオチドの反応はアミノ基
から水酸基へ変換されることが一般的で、今回見出されたアミノ基から水素への還元反
応はこれまで知られていた反応とは異なる。以上のように、同位体ラベル法を駆使して
8-ニトロ・cGMP から 8-アミノ・cGMP を経由した cGMP への再生機構が存在することを
明らかにした。
第三章では新規化合物 8・ニトロアデノシン 3'.5'-環状ーリン酸( 8-ニトロ cAMP) に由
来するタンパク質 s-アデニル化の探索を行った。 cAMP は cGMP よりも細胞内に多く存
在することと、同様にプリン骨格を有することから、活性窒素種によりニトロ化される
可能性が高い。また、生体内にそのような化合物が存在した場合、新規内因性 cAMP 誘
導体であることから生物学的意義は大きい。新規物質である 8-ニトロ・cAMP を化学合成
し、反応性を調べたところ、 8-ニトロ・cGMP よりもグルタチオンとのニトロ基置換反応
が速く、タンパク質性のシステインとの高い反応性が予測された。そこで、タンパク質
システインと cAMP の結合( s-アデニル化)を認識するポリクローナル抗体を作製した。
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抗体は環状リン酸構造を強く認識する性質を有しており、 cAMP 以外のアデニンヌクレ
オチドは認識しないことが判明した。しかし、環状リン酸構造を有する cGMP を部分的
に認識することが判明した。より高い選択性、および、特異性を有する s-アデニル化モ
ノクローナル抗体の作製を行った。抗体産生細胞株のスクリーニングには cGMP タンパ
ク質複合体を用いて cGMP を認識しないものを選別した。得られた抗体を用いて s-アデ
ニル化タンパク質の検出を試みた。ベルオキシナイトライトで処理した cAMP と細胞抽
出物とを反応させたのち、ウエスタンプロッティングにて検出を行ったところ、 s-アデ
ニル化されたタンパク質が検出された。この結果は 8・ニトロ・cAMP が反応液中で生成し
てタンパク質システインと反応したことを意味する。そこで、ベルオキシナイトライト
による cAMP から 8・ニトロ・cAMP の生成を HPLC による合成標品と照らし合わせて確認
した。次に、酸化ストレス条件で培養した細胞から内因性 8・ニトロ・cAMP による s-アデ
ニル化タンパク質の検出を行ったところ、検出されたタンパク質のバンドは非常に微弱
なものだった。筆者は、実験に用いた細胞内において cAMP 濃度が低いためと考察し、
アデニル酸シクラーゼや合成 cAMP 誘導体を細胞に添加して細胞内 cAMP 濃度を上昇さ
せる工夫を行った。その結果、コントロールと比較して明らかに増強された s-アデニル
化タンパク質バンドの検出に成功した。
以上、結論として本研究では、化学プロープを駆使して砂ニトロ・cGMP の s- グアニル
化標的タンパク質の存在や細胞内局在を明らかにした。同位体ラベルした 8・ニトロ
ーcGMP の細胞内代謝を調べることで、 8-アミノ・cGMP を経由する新しい代謝機構 (cGMP
の再生機構)を解明した。また、活性窒素酸化物により cAMP のニトロ化が起こること
を初めて明らかにし、細胞内においてタンパク質の s-アデニル化が起こることを証明し
た。
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論文審査結果の要旨
一酸化窒素は，生体内で情報伝達に関わる低分子である。一酸化窒素は，ク、、アニル酸シクラーゼ
を活性化してセカンドメッセンジャ となる cGMP を生成させ， cGMP 依存性キナーゼを介してシグ
ナノレを伝達することが知られている。一方で，一酸化窒素が活性酸素と反応すると種々の活性窒
素酸化物を与えるが，これらが生体分子を酸化やニトロ化することが明らかになっている。斎藤
洋平提出の本論文は，ヌクレオチドのニトロ化とその消失過程に焦点を当てたものである。
本論は 3 つの章からなっており，まず第一章では蛍光プロープを利用した研究について述べ
ている。最近注目を集めている 8ーニトロ cGMP の生理機能解明を目的に， 8-ニトログアノシンの蛍
光標識を行った。得られたプローブ分子は，抗酸化酵素群を誘導する活性を示した。このプロー
プを生細胞イメージングに供し， リソソームに特異的に局在することを明らかにした。
第二章では 8ーニトロ cGMP の代謝過程について同位体プロープを利用した研究を行った。シグナ
ル分子としての cGMP は，ホスホジエステラーゼによる環状リン酸加水分解により消去されるのに
対して， 8-ニトロ cGMP は，この加水分解に抵抗する。そこで，著者は別の 8-ニトロ cGMP 消去過
程があると推定した。酸素同位体で標識化した 8ーニトロ cGMP を化学合成し，細胞に投与したとこ
ろ，従来知られていた cGMP グルタチオン付加物， cGMP システイン付加物に加えて新規の代謝産
物が得られた。合成標品との比較により、著者は代謝物が 8ーアミノ cGMP であることを証明した。
さらに興味深いことには， 8 アミノ cGMP は一酸化窒素の共存下で cGMP に変換された。この経路
は，過剰に産生された 8ーニトロ cGMP が cGMP を経由して非修飾グアニンヌクレオチドへリサイク
ルされることを示している。
第三章では，ニトロアデノシン類についての研究をまとめた。アデニンは，グアニンに次いで
酸化を受けやすい塩基である。 8ーニトロ cGMP などグ、アニンヌクレオチドに関する研究が先行する
なかで，ニトロアデノシンやそのヌクレオチドに関する研究は進んでいなかった。著者は， 8 位お
よび 2 位がニトロ化された cAMP 誘導体，および，その特異的抗体を作成した。 LPS 刺激で細胞を
酸化ストレス条件におき，免疫細胞化学により分析したところ，微量の 8ーニトロ cAMP と 2 ニト
ロ cAMP が生成することが明らかになった。
以上の研究成果は，一酸化窒素に由来する新規シグナル伝達分子として、注目を集めているニト
ロ化ヌクレオチドの生成や消失に関わる重要な情報をもたらし，申請者が自立して研究活動を行
うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。したがって，斎藤洋平提出の論文
は，博士(生命科学)の博士論文として合格と認める。
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